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RESUMO

O diagndstico precoce de tuberculose (TB) ainda é um desafio para sua prevencao,
cuidado e controle, principalmente em paises de média e baixa renda e com alta
prevaléncia de pessoas vivendo com HIV (PVHIV). Os testes point-of-care (PoC)
surgiram como uma ferramenta importante para varias doencas infecciosas,
fornecendo resultados em tempo real, ao lado do paciente. O Determine TB-LAM Ag
(LAM) é um teste PoC para diagnosticar TB através da urina. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o desempenho diagndéstico do LAM em PVHIV e estimar o custo para sugerir
a melhor e mais barata estratégia de diagnostico de TB em PVHIV. Assim,
comparamos 0s custos entre o uso de LAM em todas as PVHIV com sinais e sintomas
(S/S) de TB com o uso de LAM apenas para aquelas com S/S de TB e CD4 < 200
células/mms3. Um estudo transversal foi realizado para incluir 199 pacientes adultos
em dois centros no Rio de Janeiro e dois em S&o Paulo. O estudo incluiu PVHIV com
contagens de CD4 < 200 células/mm? através do PIMA CD4) com tosse por pelo
menos 2 semanas e/ou apresentando uma radiografia de térax sugestiva de TB. O
LAM, em conjunto com a baciloscopia de escarro ou com Xpert MTB/RIF (Xpert), foi
comparado com a cultura de Mycobacterium tuberculosis, usada como padrdo de
referéncia. A prevaléncia de TB foi de 24,6% em nossa populacdo. A acuracia geral
do LAM foi de 79,9% (73,8%-84,9%), os valores preditivos positivos e negativos foram
62,2% (46,1%-75,9%) e 84% (77,5%-88,8%), respectivamente. A sensibilidade geral
do LAM foi de 46,9% (33,7%-60,6%) e a especificidade foi de 90,7% (84,9% -94,4%).
O melhor desempenho do LAM foi observado entre os pacientes com contagem de
CD4 <50 células/mm? (sensibilidade = 70,4% e especificidade = 85,9%). Quando duas
baciloscopias de escarro foram realizadas em conjunto com o LAM, a sensibilidade
aumentou 22% em comparac¢do a duas baciloscopias. Além disso, o LAM, quando
usado em conjunto com duas baciloscopias de escarro foi tdo sensivel quando
comparado em conjunto com uma unica baciloscopia. No entanto, nenhum incremento
no diagndstico de TB ocorreu quando o LAM foi usado com o Xpert em comparagao
com o Xpert sozinho. Entre os 14 LAM falso-positivos, em 3 casos foram isoladas
micobactérias nao tuberculosas. Apenas 18% dos participantes tiveram contagens de
CD4 > 200 células/ mm3, portanto, usar o PIMA para triar pacientes com CD4 < 200
células/ mm?3 antes de usar o LAM aumentou o custo em 314%. Assim, o Determine
TB-LAM Ag é um teste PoC que incrementou o diagnéstico de TB em PVHIV
imunossuprimidas quando usado em conjunto com a baciloscopia de escarro, mas
nao quando usado com Xpert. Entdo, propomos o uso do LAM para acelerar o
diagnéstico em PVHIV com S/S de TB fazendo parte de um algoritmo de diagndstico
alternativo nos servicos de HIV de paises de baixa renda, com alta carga de TB.

Palavras-chave: Tuberculose. HIV. Diagnostico. LAM. Teste rapido.
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ABSTRACT

Early tuberculosis (TB) diagnosis remains a challenge for its prevention, care and
control, especially in median and low-income countries and those with high prevalence
of people living with HIV (PLHIV). Point-of-care (PoC) tests have emerged as an
important tool for several infectious diseases and allows medical staff to accurately
achieve real-time, lab-quality diagnostic results within minutes, alongside the patient.
Determine TB-LAM Ag (LAM) is a PoC test developed to diagnose TB. The aim of this
study was to evaluate the diagnostic performance of LAM in PLHIV. Also, as cost is a
relevant feature to public health systems, we have estimated it to suggest the best and
cheaper TB diagnosis strategy for PLHIV. Thus, we compared costs between using
LAM for all PLHIV with signs and symptoms (S/S) of TB and using LAM only for those
with S/S of TB and CD4 < 200 cells/ mm3. A cross-sectional study was designed to
enroll 199 adult patients in two sites in Rio de Janeiro and two in S&o Paulo. The study
enrolled PLHIV with CD4 counts < 200 cells/mm? (in the PIMA CD4 assay at study
screening), coughing for at least 2 weeks or presenting a chest radiography suggestive
of TB. LAM, in conjunction with sputum smear microscopy or Xpert MTB/RIF (Xpert)
was compared to Mycobacterium tuberculosis culture, the reference standard test. The
TB prevalence was 24.6% in our population. Overall accuracy of LAM was 79.9%
(73.8%-84.9%), positive and negative predictive values were 62.2% (46.1%-75.9%)
and 84% (77.5%-88.8%), respectively. The overall LAM sensitivity was 46.9% (33.7%-
60.6%) and specificity was 90.7% (84.9%-94.4%). The best performance of LAM was
observed among patients with CD4 counts < 50 cells/mm? (sensitivity = 70.4% and
specificity = 85.9%). When 2 respiratory smears were used in conjunction with LAM,
sensitivity increased 22% as compared to just 2 smears. Furthermore, LAM when used
in conjunction with two respiratory smears was as sensitive as compared to a single
one. However, no improvement in TB diagnosis occurred when LAM was used with
Xpert as compared to Xpert alone. Among 14 LAM false positive tests, Non-
Tuberculosis Mycobacteria were isolated in three cases. Only 18% of participants had
CD4 counts > 200 cells/ mm3, so first using PIMA to screen patients with CD4 < 200
cells/ mm?3 before using LAM increased the cost by 314%. Then, Determine TB-LAM
Ag is a PoC test that increased TB diagnosis in immunosuppressed PLHIV when used
in conjunction with smear microscopy, but not when used with Xpert. Thus, we propose
using LAM to faster TB diagnosis for PLHIV with S/S of TB as an alternative diagnostic
algorithm to HIV services in high TB burden, low-income countries.

Keywords: Tuberculosis. HIV. Diagnosis. LAM. Rapid test.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma das doencas mais antigas da humanidade, todavia,
€ ainda um importante problema de saude publica global, se configurando como a
primeira doenca infecciosa mais mortal no mundo, ja a frente das mortes pelo Virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV) desde 2007.

E uma doenca causada por Mycobacterium tuberculosis (Mtb), transmitida pelo
ar e que frequentemente acomete os pulmdes, mas pode afetar outros érgdos, como
linfonodos, 0sso0s, rins, meninges, olhos. A maioria das infeccbes por Mtb resulta em
TB latente e assintomatica — um terco da populacdo mundial esta infectada
(CORBETT et al., 2003) — e em torno de 5-15% dessas pessoas desenvolverao TB
ativa (COMSTOCK; LIVESAY; WOOLPERT, 1974; VYNNYCKY; FINE, 1997). Ja
entre as pessoas vivendo com HIV, esse indice sobe para 30 a 50% (DE COCK,
1994).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que, s6 em 2019, em torno de
10,0 milhdes de pessoas adoeceram com TB e 1,2 milhdo morreu por TB entre as
pessoas soronegativas para o HIV. Ja, entre as PVHIV estima-se um adicional de
208.000 mortes. Homens com idade a partir de 15 anos foram os mais acometidos
pela doenca (56%), enquanto as mulheres representaram 32% e criangcas com <15
anos representaram 12%. Entre todos os afetados, 8,2% eram PVHIV (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2020a).

As regides de maior incidéncia de TB sdo o Sudeste Asiatico (44%), Africa
(25%) e Pacifico Ocidental (18%), com percentuais menores no Mediterraneo Oriental
(8,2%), nas Americas (2,9%) e na Europa (2,5%). Oito paises sao responsaveis por
2/3 do total global de novos casos de TB: india (26%), Indonésia (8,5%), China (8,4%),
Filipinas (6,0%), Paquistdo (5,7%), Nigéria (4,4%), Bangladesh (3,6%) e Africa do Sul
(3,6%). Apesar do numero de mortes por TB estar caindo globalmente, ndo esta rapido
o suficiente para atingir a redugéo de 35% entre 2015 e 2020, proposta pela OMS. A
reducdo acumulada entre 2015 e 2019 foi de 14%, menos que a metade do marco.
Além disso, com a recente pandemia de COVID-19, espera-se que o numero global
de mortes por TB tenha aumentado em cerca de 0,2-0,4 milhdes apenas em 2020
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020a). A TB, que sabidamente € uma doenca

com forte componente social, associada a pobreza, desnutricdo e aglomeracao,
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certamente sofrerd mais impacto negativo em seus indices devido a diminuicdo da
renda e o desemprego causados pela pandemia.

Os pacientes com HIV tém maior probabilidade de apresentar um desfecho
desfavoravel ao tratamento de TB. Assim, a TB representa a primeira causa de morte
em pacientes com aids no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2012) e na cidade do Rio
de Janeiro (SARACENI et al., 2008). E também a doenca oportunista mais comum,
pois as células TCD4 determinantes para o controle do Mtb sdo altamente
susceptiveis a este virus. Assim, as PVHIV que tem 18 vezes mais chances de
desenvolverem TB ativa (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020a) .

A OMS definiu trés novas listas de paises de alta carga para o periodo de 2016
a 2020: TB; TB-HIV e TB multidroga resistente (TBMDR). Estas listas foram
configuradas para conter os 20 paises com maior niumero absoluto de casos e mais
10 paises adicionais com maiores taxas de incidéncia de TB — mas que ndo estavam
entre os 20 primeiros paises — e com uma incidéncia minima de 10.000/ano para TB
e 1.000/ano para TB-HIV e TBMDR. O Brasil aparece nas duas primeiras listas.
Portanto, o Brasil faz parte do grupo de 30 paises de alta carga (incidéncia de
TB/100.000 habitantes) priorizados pela OMS, que concentram 80% dos casos de TB
do mundo, e também esta no grupo de 20 paises com maior numero absoluto de
casos, ocupando a 16° posicdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Ao longo dos anos, notou-se diminuicdo da incidéncia de TB no Brasil. Em
2017, foram diagnosticados 72.700 casos novos de TB, sendo que 77,8% dos
pacientes foram testados para HIV, apresentando 9,5% de coinfeccéo (MINISTERIO
DA SAUDE, 2019a). Em 2019, foram notificados cerca de 4,5 mil 6bitos pela doenca,
com um coeficiente de mortalidade de 2,2 6bitos por 100 mil habitantes. Mais
recentemente, em 2020, o Brasil registrou 66.819 casos novos de TB, com um
coeficiente de incidéncia de 31,6 casos por 100 mil habitantes (SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE; MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Um dos pilares para diminuicdo do numero de casos de TB & o diagnostico
rapido (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 20152), mas ainda hoje o diagndstico
microbiolégico de TB é um limitador para a detec¢cdo precoce da doenga,
especialmente em paises em desenvolvimento. Entre os 48 paises com alta carga,
apenas 18 relataram o uso de um teste diagnostico rapido como teste inicial para mais
da metade de seus casos de TB (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 20202). Isso

sugere que o diagnéstico rapido de TB ainda se baseia, em boa parte desses paises,
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em exames pouco sensiveis e especificos — especialmente em PVHIV — como a
baciloscopia e a radiografia de térax (ELLIOTT et al., 1993; LEVY et al., 1989; LIPSKY
et al., 1984; SHARMA et al., 2005). A imunossupressao dessa populagéo impede a
formacao do granuloma e a consequente contencdo das micobactérias no pulméao, o
gue resulta em imagens atipicas na radiografia de térax (MURRAY, 2005; N'DHATZ
et al., 1994). Além disso, pessoas imunossuprimidas tendem a ser paucibacilares -
expelem poucos bacilos no escarro - tendo, portanto, maior probabilidade de
apresentarem baciloscopia negativa (ELLIOTT et al., 1993; JOHNSON et al., 1998).
Todos esses fatores podem culminar em tratamentos empiricos ou até mesmo
equivocados.

A baciloscopia é um exame de baixa sensibilidade e requer equipe treinada e
experiente. Sua sensibilidade é menor que 60% para 0s pacientes imunocompetentes
(LEVY etal., 1989; LIPSKY et al., 1984) e ainda cai substancialmente dentre as PVHIV
(ELLIOTT et al., 1993; JOHNSON et al., 1998). O desempenho da cultura para Mtb,
que é o teste referéncia para o diagnéstico de TB, € melhor, entretanto as equipes
devem ser capacitadas, treinadas regularmente e o laboratorio deve ter infraestrutura
adequada — realidade inacessivel para a maioria dos paises de baixa renda. Além
disso, a cultura € lenta e cara, atrasando ainda mais o diagnostico de TB
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015a). Portanto, esses testes tém muitas
limitacdes, ndo sdo de facil operacionaliza¢éo, e suas performances séo afetadas pela
presenca da infeccéo por HIV (PERKINS; CUNNINGHAM, 2007). Os meios de cultura
liquidos vieram para contribuir com a maior sensibilidade e rapidez nos resultados,
mas ndo conseguiram ainda resolver definitivamente a dificuldade no diagnostico de
TB extrapulmonar e das formas paucibacilares em imunodeficientes. Além disso, a
cultura é pouco solicitada no Brasil para as PVHIV ou mesmo para 0s casos de
retratamento, (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE; MINISTERIO DA SAUDE,
2021) apesar das recomendagdes do Programa Nacional de Controle da Tuberculose
(PNCT).

Ainda em 1994, mostrou-se que um Unico teste molecular era capaz de fazer a
deteccdo direta e simultdnea de Mtb e da resisténcia a rifampicina, através da
identificacdo de mutacdes no gene rpoB, presente em 95 a 98% das cepas de Mtb
resistentes a esta droga (HUNT, 1994). Este teste foi aperfeicoado a ponto de
transformar-se em uma Reacgéo de Polimerase em Cadeia em Tempo Real (RT-PCR)

realizado em um Unico tubo que contém sondas de hibridizacdo fluorescentes
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especificas para deteccdo de tais mutacdes (PIATEK et al., 1998, 2000). Em 2010 o
mesmo grupo em parceria com a empresa Cepheid (Sunnyvale, CA) adaptou esta
ferramenta para o ja existente GeneXpert System (RAJA, 2005), um cartucho de
processamento de amostras com capacidade para RT-PCR, capaz de simplificar os
testes de amplificacdo de acidos nucleicos. O primeiro estudo de validacdo mostrou
gue o limite de deteccao do entdo, Xpert MTB/RIF (Xpert), é de 4,5 genomas de Mtb
por reacdo, além de 100% de especificidade para deteccao de resisténcia. Foi também
capaz de detectar 100% das amostras com baciloscopia e cultura positivas e 84,6%
das amostras com baciloscopia negativa e cultura positiva (HELB et al., 2010). Um
outro estudo maior analisou amostras de 1730 pacientes de 4 paises diferentes e
mostrou sensibilidade de 98,2% entre os pacientes baciliferos e de 72,5% entre os
ndo baciliferos — esta sensibilidade foi aumentada para 90,2% apdés realizacdo do
teste em trés amostras. Além disso, o Xpert detectou 97,5% das amostras resistentes
a rifampicina (BOEHME et al., 2010).

O Xpert foi endossado pela Organiza¢cdo Mundial da Saude em dezembro de
2010. Resultados de varios estudos prospectivos confirmaram a excelente acuracia
de tal teste. Um Unico exame direto do escarro detectou 99% dos pacientes com
baciloscopia positiva e 80% dos pacientes com baciloscopia negativa. A sensibilidade
geral de um Unico teste direto de Xpert foi de 91%. A coinfec¢céo por HIV ndo afetou
significativamente o desempenho do Xpert. A resisténcia a rifampicina foi detectada
com sensibilidade de 95,1% e especificidade de 98,4% (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011). Além disso, o tempo médio de deteccdo de Mtbh com este
teste foi de 0 dia, comparado com 1 dia para microscopia, 30 dias para cultura sélida
e 16 dias para cultura liqguida. Houve ainda, reducéo do tempo meédio de inicio de
tratamento de TB com baciloscopia negativa de 56 dias para 5 dias (BOEHME et al.,
2011). Em 2014, uma revisdao da Cochrane observou que o Xpert realizado em
espécimes respiratorios apresentou sensibilidade de 98% entre os pacientes com
baciloscopia positiva, mas a sensibilidade caia para 67% entre aqueles com
bacilosopia negativa (STEINGART et al., 2014). Essa queda na sensibilidade poderia
influenciar entdo, o diagndéstico da TB em pacientes com imunodeficiéncia por HIV,
gue como citado anteriormemte, sdo frequentemente paucibacilares.

No Brasil, foi realizado um ensaio clinico randomizado pragmatico do tipo
stepped-wedge por cluster onde a implementacdo do Xpert em substituicdo a

baciloscopia foi avaliada em cenério de rotina em 14 laboratdrios nas cidades do Rio
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de Janeiro e Manaus. Tal estudo mostrou que a introducdo do teste molecular
aumentou em 59% a confirmacao bacterioldgica de TB e diminuiu em 3 dias a mediana
de tempo para o inicio do tratamento (DUROVNI et al., 2014).

Em 2014, o Xpert foi incorporado ao algoritmo para diagnéstico da TB do
Ministério da Saude para investigacdo tanto de casos novos de TB como para casos
de retratamento da doenca em PVHIV. Nos casos novos, o Xpert deve ser realizado
paralelamente a cultura e ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. A
baciloscopia também é realizada nos casos de retratamento ja que o exame molecular
pode permanecer positivo mesmo apés a cura da doenca e € realizado apenas para
investigacdo de resisténcia para os pacientes anteriormente tratados (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014).

Apesar do Xpert ser um divisor de aguas no diagnostico de TB, a sua
implantac&o evidenciou lacunas que limitaram a ampliagdo do seu uso. O alto custo
do teste para os sistemas publicos e a falta de subsidios ao setor privado de saude,
além da indisponibilidade de um pacote completo de solu¢des (formacédo de equipes,
planos de implementacao, assisténcia e manutencado adequadas) foram observados
nos anos posteriores a 2010, atenuando o impacto positivo visto nos desfechos dos
pacientes de estudos clinicos. Assim, o impacto clinico real parece ter sido atenuado
por falhas dos sistemas de saude (ALBERT et al., 2016). Além disso, foram relatadas
taxas de 10,6% de falhas técnicas no teste em 9 paises de alta carga de TB, TB-HIV
e TBMDR (CRESWELL et al., 2014). Taxas de falha de 7,2% no teste e de 11,36%
nos modulos do GeneXpert foram relatadas na Africa do Sul (RAIZADA et al., 2014).
No Brasil, problemas na disponibilizacdo de uma assisténcia técnica rapida e
adequada também foram observados (DUROVNI et al., 2014b). Por fim, o aparelho
requer fornecimento de energia elétrica ininterrupto e estavel, ar condicionado e
calibracdo anual dos modulos, o que pode representar um problema em &reas mais
remotas.

Assim, ainda ha dificuldade no diagndstico de TB paucibacilar e extrapulmonar
e a necessidade de testes simples e baratos para diagnosticar TB é ainda premente
(LAWN et al., 2013; MCNERNEY; DALEY, 2011).

Estamos assistindo, nos ultimos anos, um avanco significativo nas ferramentas
diagnoésticas PoC de forma geral, incluindo aquelas voltadas ao diagndstico de TB.

Recentemente, um teste foi desenvolvido para diagnostico de TB na urina. Esse teste
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baseia-se na deteccdo do lipoarabinomanan (LAWN et al., 2012b; SHAH et al.,
2009b).

O lipoarabinomanan é um importante glicolipideo estrutural de 17.5 kD
encontrado na parede do Mtb. Representa um fator imunogénico de viruléncia liberado
de micobactérias metabolicamente ativas ou degradadas durante a infeccdo/doenca
(CHAN et al., 1991; HUNTER; GAYLORD; BRENNAN, 1986), filtrado pelos rins e
eliminado através da urina (BOEHME et al., 2005), onde poderia ser detectado por um
exame especifico. Alguns fatores parecem aumentar a probabilidade de deteccéo do
LAM na urina, tais como a replicacdo de Mtb no tecido, formas clinicas com uma
grande carga bacilar e o comprometimento de células mesoteliais no glomérulo, o que
parece facilitar a penetracdo do lipoarabinomanan nos tubulos renais e sua excrecao
na urina (LAWN et al. 2012).

Ha uma discussédo sobre a origem do lipoarabinomanan na urina. Acredita-se
gue uma concentracdo alta e, portanto, detectavel desse glicolipideo na urina de
pacientes com imunodeficiéncia avancada seja dependente de uma alta carga
micobacteriana e disseminacao sistémica de Mtb (NAKIYINGI et al., 2015). De fato,
parece razoavel que os pacientes com TB mais localizada excretem menos
lipoarabinomanan. Outras hipéteses seriam que o sistema renal é afetado por fatores
associadas a infeccdo avancada por HIV, havendo entdo micobacteritria nesses
pacientes quando os mesmos tem TB ou que haja TB renal. Autépsias realizadas em
Uganda, em PVHIV que faleceram durante a hospitalizacdo, mostraram que 62% dos
pacientes que excretaram lipoarabinomanan na urina tinham TB renal. O restante
tinha TB disseminada sem comprometimento renal (COX et al., 2015; LAWN; GUPTA-
WRIGHT, 2016; WOOD et al., 2012).

A deteccdo de lipoarabinomanan na urina antes do inicio da terapia
antirretroviral também foi relatada como associada a sindrome inflamatoria de
reconstituicdo imune (CONESA-BOTELLA etal., 2011; LAWN et al., 2009), reforgando
a ideia de que a alta concentracdo urinaria desse glicolipidio refletiria uma doenca
disseminada com alta carga bacteriana. Mais estudos sdo necessarios para se chegar
a um consenso sobre 0 assunto, mas parece que a origem do lipoarabinomanan na
urina pode ter ndo apenas uma unica explicacdo ou mesmo ser multifatorial.

Um teste capaz de detectar esse glicolipidio na urina teria como vantagem o
fato de utilizar um material biolégico de facil obtencdo, poder ser realizado em
condi¢cdes ambulatoriais e com poucas exigéncias de biosseguranca. Além disso, a
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urina € facil de coletar, estocar e descartar, e é particularmente atrativa em populacdes
especiais, tais como criangas, que sao incapazes de produzir escarro, pacientes em
estado grave e imunodeficientes.

O primeiro teste comercial para deteccao do lipoarabinomanan na urina foi o
Clearview TB ELISA, um teste imunoenzimatico que precisa de estrutura laboratorial.
Avancos na tecnologia permitiram que a empresa lancasse o Determine TB LAM Ag
(LAM), um teste imunocromatogréfico, em fita. Avaliacdes preliminares dos testes de
deteccdo de lipoarabinomanan nestas duas versdes disponiveis mostraram aumento
da sensibilidade do Determine TB LAM Ag (LAM) quando comparado com Clearview
TB ELISA, em PVHIV (PETER et al. 2010). O LAM tem ainda outras vantagens sobre
o Clearview: a apresentacao em fita torna o teste mais atrativo, pode ser realizado em
consultorios, € de facil operacionalizacdo e ndo depende de energia elétrica. Ainda, o
resultado é liberado em 30 minutos e parece ter baixa reacdo cruzada com
micobactérias ndo tuberculosas (QVIST et al., 2014).

O teste LAM tem mostrado uma acurécia variavel para o diagndstico de TB nos
diferentes estudos, com uma sensibilidade geral baixa (MINION et al. 2011; FLORES
et al. 2011). Entretanto, a sensibilidade da deteccao do lipoarabinomanan mostrou-se
aumentada em PVHIV com imunossupressao avancada e também em individuos com
alta carga bacilar (LAWN et al., 2009; SHAH et al., 2009a, 2010). A sensibilidade do
LAM foi de 41% em PVHIV com baciloscopia negativa num estudo na Africa do Sul,
onde foi usado na rotina e antes da introducao da terapia antirretroviral (LAWN et al.
2012). Quando utilizado em paralelo com a baciloscopia de escarro em pacientes com
CD4 < 50 células/mm?, o LAM contribuiu para um incremento na deteccéo de TB de
33,3% para 72,2%; nos pacientes com CD4 < 100 células/mm?, o incremento foi de
34,5% para 65% e naqueles com CD4 < 200 células/mm? de 34,8% para 58,7%
(LAWN et al., 2012b).

Em 2015 a OMS publicou uma revisdo sobre o uso do LAM (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2015b). Seis estudos foram incluidos na analise da acuracia
deste teste quando comparado a cultura para Mtb. Foram incluidos 3037 PVHIV, mas
somente 1163 (38%) tiveram TB microbiologicamente confirmada. Nos estudos
individuais, a sensibilidade variou de 23% a 84% e a especificidade de 75% a 99%. A
menor sensibilidade de 23% foi observada num estudo de Peter et al (2015). As
diferencas observadas entre este estudo e os demais foi o fato de ter sido realizado

em pacientes ambulatoriais com foco TB pulmonar e exclusao de pacientes incapazes
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de produzir escarro. Entretanto, a sensibilidade combinada dos seis estudos foi de
44% e a especificidade agrupada foi de 92%.

Ap0s analise de vérios outros estudos, a OMS orientou, em 2015, que o LAM
fosse usado apenas em PVHIV adultas, com sintomas de TB pulmonar e/ou
extrapulmonar, com contagens de CD4 < 100 /mm?2 ou em pacientes seriamente
doentes, no caso do CD4 néo estar disponivel (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2015b). Em 2019, a OMS passou a recomendar fortemente o uso do LAM para auxiliar
o diagnostico de TB em PVHIV em pacientes internados: 1) com sinais e sintomas
(S/S) de TB pulmonar e/ou extrapulmonar; 2) com HIV em estagio avancado ou
gravemente enfermos; 3) independente dos S/S de TB e com CD4 < 200 células/ mm?.
Ja em ambientes ambulatoriais, a OMS sugere o uso de LAM para auxiliar no
diagnostico de TB ativa em PVHIV com: 1) S/S de TB pulmonar e/ou extrapulmonar
ou doenca grave; 2) independente do S/S de TB e com contagem de células CD4
<100 células/ mm3. A OMS também recomenda que todos os pacientes com S/S de
TB pulmonar que sdo capazes de expectorar devem ter pelo menos uma amostra de
escarro submetida ao agora, mais recente, Xpert MTB/RIF Ultra (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2019).

O Ultra apresenta sensibilidade superior ao seu antecessor na deteccdo de TB
pulmonar, especialmente para espécimes paucibacilares, ou seja, amostras de
esfregaco negativo e amostras de PVHIV, em quem o teste anterior € menos sensivel.
No entanto, esse aumento de sensibilidade veio acompanhado de uma perda de
especificidade (DORMAN et al., 2018). Esse teste foi recentemente incorporado pelo
PNCT (MINISTERIO DA SAUDE, 2019b).

A presenca do lipoarabinomanan na urina também estd associada a uma
mortalidade significativamente maior do que a de pacientes com resultado negativo
no LAM (LAWN et al., 2012; BALCHA et al., 2014; PETER et al., 2015). Portanto, uma
triagem inicial com LAM ainda poderia ajudar no diagnéstico mais rapido de TB em
PVHIV com imunodeficiéncia avancada e ao se instituir o tratamento da TB mais
rapidamente, poderia haver impacto na reducédo da mortalidade por TB entre PVHIV
(DRAIN et al., 2017; GUPTA-WRIGHT et al., 2016; PETER et al., 2016).

O Fuijifilm SILVAMP TB LAM é um outro teste rapido mais recente que
também detecta o lipoarabinomanan com resultados disponiveis em menos de 1 hora.
Este ensaio combina um par de anticorpos monoclonais de alta afinidade direcionados
principalmente para epitopos do lipoarabinomanan mais especificos do Mtb
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(CHOUDHARY et al., 2018; SIGAL et al., 2018) e uma etapa de amplificacdo por prata
gue aumenta em 10 vezes a visibilidade das linhas do teste. Isso permite a deteccéo
de concentracdes de lipoarabinomanan que sao aproximadamente 30 vezes menores
do que as detectadas pelo LAM (BROGER et al., 2019). O primeiro trabalho publicado
com o Fujifilm SILVAMP TB LAM mostrou uma diferenca de sensibilidade em torno de
30% entre ele e 0 LAM em PVHIV com mediana de CD4 abaixo de 100 células/mm?,
A sensibilidade do Fujifilm SILVAMP TB LAM também é maior conforme a contagem
de CD4 dos pacientes diminui (BROGER et al.,, 2019). Outros estudos vem
demonstrando a sensibilidade superior do Fujifim SILVAMP TB LAM, (KERKHOFF et
al.,, 2020; NKEREUWEM et al.,, 2021) mas ele ainda ndo esta disponivel
comercialmente e ha estudos ainda em andamento para estabelecer o seu
desempenho na préatica clinica e fornecer dados para OMS construir uma
recomendacao oficial.

Assim, a imunossupressao associada ao HIV modifica a apresentacdo usual de
TB, dificultando o diagndstico clinico-radioldgico e/ou bacterioldgico e contribuindo
com a alta mortalidade por TB nesta popula¢cdo. Métodos diagndsticos rapidos, com
boa acuracia, que permitam a deteccado precoce de TB sdo importantes. Portanto, em
termos praticos, um teste como o Determine TB LAM Ag, que ja esta aprovado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, poderia ser de utilidade clinica se
incorporado a rede publica brasileira de salude para o diagnéstico rapido de TB em
PVHIV com imunodeficiéncia avancada. Para isso, € importante que este exame tenha
seu desempenho testado em locais no Brasil que facam acompanhamento deste

grupo especifico de pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO ARTIGO 1

Avaliar a acuracia do LAM em PVHIV com contagem de CD4 < 200 células/

mm?3e com suspeita de TB.

2.2 OBJETIVOS ARTIGO 2

Estimar o custo do uso do LAM em PVHIV associado ou ndo a contagem de
células CD4 através do CD4 PIMA Analyser (teste rapido de contagem de células
CD4).

Prop6r um algoritmo diagnéstico para TB em PVHIV incluindo o LAM.
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Abstract
Background: Determine TB-LAM Ag (LAM) is a point of care test developed to

diagnose tuberculosis (TB). The aim of this study was to evaluate the diagnostic
performance of LAM in people living with HIV using Brazilian public health network
algorithm for TB diagnosis.

Methods and findings: A cross-sectional study design was used to enroll 199 adult
patients in two sites in Rio de Janeiro and two in Sado Paulo. The study enrolled HIV-
infected patients with CD4 counts <200 cells/mm? (in the Alere PIMA CD4 assay at
study screening), patients coughing for at least 2 weeks or presenting a chest
radiography suggestive of TB. LAM, in conjunction with sputum smear microscopy or
Xpert MTB/RIF (Xpert) as compared to Mycobacterium tuberculosis culture, which was
used as a reference standard. TB prevalence was 24.6%. Overall accuracy of LAM
was 79.9% (73.8%-84.9%), positive and negative predictive values were 62.2%
(46.1%-75.9%) and 84% (77.5%-88.8%), respectively. The overall LAM sensitivity was
46.9% (33.7%-60.6%) and specificity was 90.7% (84.9%-94.4%). The best
performance of LAM was observed among patients with CD4 counts <50 cells/mm?
(sensitivity = 70.4% and specificity = 85.9%). When 2 respiratory smears were used in
conjunction with LAM, sensitivity increased 22%, as compared to just 2 smears.
Furthermore, LAM when used in conjunction with two respiratory smears, was as
sensitive as compared to a single one. However, no improvement in TB diagnosis
occurred when LAM was used with Xpert as compared to Xpert alone. Among 14 LAM
false positive tests, Non-Tuberculosis Mycobacteria were isolated in three cases.
Conclusion: LAM is a point of care test that increased TB diagnosis in
immunosuppressed HIV-infected patients when used in conjunction with smear
microscopy, but not when used with Xpert in Brazilian public health network sites. Use
of LAM test should be considered in settings where immunosuppressed HIV patients

need rapid TB diagnosis.
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Introduction

Tuberculosis (TB) diagnosis continues to be a challenge in people living with
HIV (PLHIV) since immunosuppression results in atypical images on the chest X-ray
(MURRAY, 2005; N'DHATZ et al., 1994) and paucibacillary disease. This often leads
to negative smear microscopy (ELLIOTT et al., 1993; JOHNSON et al., 1998a) and
delayed diagnosis as Mycobacterium tuberculosis (Mtb) culture is slow to grow.

Brazil used a TB diagnostic algorithm based on smear microscopy and
Mycobacterial culture until 2014 (MINISTERIO DA SAUDE, 2011), when it was
modified to incorporate Xpert MTB/RIF (Xpert) into the public health system
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Since then, for PLHIV, Brazilian public health
laboratories use either: a) Xpert, culture and drugs sensitivity tests (DST) for new TB
cases or b) two sputum smears, Xpert, culture and DST for retreatment of TB cases.

Determine TB LAM Ag (LAM) detects lipoarabinomannam, a glycolipid from
Mycobacteria wall that is eliminated in the patient’s urine. The overall sensitivity is low
(FLORES et al., 2011; MINION et al., 2011), but the test does increase TB diagnosis
in HIV immunosuppressed patients (LAWN et al., 2012a). The World Health
Organization (WHO) advises that LAM should only be used on PLHIV with symptoms
suggestive of pulmonary and/or extrapulmonary TB, with CD4 <100 cells/mm?3 or in
those seriously ill if CD4 cell counts are unavailable (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2015b).

The aim of this study was to evaluate the diagnostic performance of LAM in
PLHIV with CD4 counts <200 cell/mm3, when used in conjunction with smear
microscopy or Xpert, compared to Mtb culture to determine if LAM should be
incorporated into the Brazilian TB diagnosis algorithm for PLHIV in the public health

system.

Materials and Methods

Ethics statement

This study was approved by the following Institutional Review Boards: National
Institute of Infectious Diseases Evandro Chagas, Center for Reference and Training
STD/AIDS, Nova lguacu General Hospital and Institute of Infectious Disease Emilio
Ribas and by National Research Ethics Committee (CAAE number 439.001).
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Study design

This was a cross-sectional, pragmatic multicenter study with consecutive
inclusion of patients suspected of TB attended at 2 sites in Rio de Janeiro (National
Institute of Infectious Diseases Evandro Chagas and Nova lguagu General Hospital)
and 2 sites in Sao Paulo (Institute of Infectious Disease Emilio Ribas and Center for

Reference and Training STD/AIDS). All four sites are public HIV reference health units.

Participants

Patients were initially screened to detect signs and symptoms of TB and HIV.
Chest X-ray was requested for those without a previous exam in the last 15 days before
enrollment. Participants were also submitted to a rapid CD4 cell count through Alere
PIMA Analyzer. At least one respiratory sample was provided to perform smear
microscopy and Mycobacterial culture. Hemoculture and other specimens’ cultures
were done according to patients’ signs and symptoms. During this study, Xpert was
incorporated into Brazilian TB diagnosis algorithm and was included in the protocol
after an amendment to the original one.

Patients were enrolled if they were 18 years old or more, HIV-positive, signed
an informed consent, had cough for at least 2 weeks or presented a chest radiography
suspected of TB and had CD4 counts <200 cells/mm3. Patients were excluded if they
were pregnant, did not provide urine, failed to provide at least one respiratory sample

or had initiated TB treatment 30 days before study entry.

Study procedures

All enrolled participants provided a fresh urine sample for LAM detection. The
results were independently read by two nurses and photos were taken for future
comparisons.

Chest X-rays showing upper lobe opacity, lower lobe upper segment opacity,
milliary pattern, mediastinal adenopathy, pleural effusion or cavitation were considered
suggestive of TB.

TB diagnostic tests were performed by a certified public bacteriology laboratory
for each site involved. Respiratory samples, as well as other suspected site samples,
were processed following their own standardized practices. Laboratories staffs were
blinded to patient’s clinical data and LAM results. Acid fast stain were done using Ziehl-
Neelsen method and Mycobacteria load was reported as negative, scarce bacilli, +, ++
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and +++ according to Brazilian TB Guidelines (MINISTERIO DA SAUDE, 2008). At the
Rio de Janeiro sites, Mycobacterial culture was performed using Lowenstein-Jensen
medium and MGIT Mycobacterial Growth Indicator Tubes (BD Diagnostics, USA),
while at S&o Paulo sites only MGIT was performed. Xpert, LAM and Alere PIMA CD4
assays were performed according to manufacturers’ instructional package inserts.
Respiratory sample diagnostic routine and LAM test were performed in parallel.

A patient was considered with TB diagnosis if any culture (LJ or MGIT) of any
respiratory or no respiratory sample resulted in Mtb isolation.
All clinical and laboratorial data were recorded through Research Electronic Data
Capture and data was analyzed using R-project, version 3.4.3. Descriptive analyzes
were used for socio-demographic and clinical characteristics. Diagnostic accuracy
measurements of sensitivity, specificity and predictive values were estimated with 95%
confidence interval in overall population and stratified by CD4 cell counts (<50, 51 —
100 and 101-200), with Mtb culture as the reference standard. The tests combinations
were conducted in parallel, which means subjects were classified as positive when at

least one of them was positive, even if one of the tests was absent.

Sample size calculation

Since there was little information regarding TB diagnosis when adding LAM to
existing testing algorithms, the sample size for the study was based on several
considerations. Since smear sensitivity was expected to be between 50% and 60% an
increase of sensitivity between 20% and 40% was expected when adding LAM to
smear. At a parsimonia situation, a non-overlapping 95% binomial confidence interval
could be observed when a sensitivity increases from 55% to 85% and tested with a
sample size of 40. As the inclusion strategy was to be consecutive, and TB prevalence
was expected to be between 30% and 40% at the lower CD4 strata, a reasonable
sample size would be between 100 and 133.

Although Xpert was unavailable at Brazil in the beginning of the study, its’ design

allowed the analyses of this test in TB diagnosis algorithm.

Results
There were 278 patients screened and 199 enrolled between August, 2014 and
December, 2015. Among those not eligible 25 were HIV negative, one had no cough

neither suspected chest X-ray, 45 had CD4 counts >200 cells/mm?3, one could not
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provide urine, six did not provide a respiratory sample and one used TB drugs
previously (S1 Fig). Of the 199 enrolled patients, 127 were men and 72 were women,
the mean (standard deviation) age was 39.06 (+9.95) years and the median CD4 count
was 42 (IQR 19-82) cells/mm? at enrollment. There was no difference regarding clinical
characteristics between LAM negative and positive patients, except for CD4 counts.
Most LAM positive patients (83.78%) had a CD4 count <50 cells/mm? (Table 1). Eighty-
nine patients presented chest images suggestive of TB and only 8/89 presented
cavitation — the most typical pulmonary abnormality observed in TB. Among these 8
patients, 2 had CD4 <50 cells/mm?, 2 had CD4 between 51 and 100 cells/mm? and the
other 4 had CD4 between 101 and 200 cells/mm3.
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LAM LAM Statistic
Negative Positive Total Test P Value
Total 162 37 199
Gender
Male 100 (61.73) 27 (72.97) 127 (63.82) Chisq. (1 df)
Female 62 (38.27) 10 (27.03) 72 (36.18) =1.198 0.274
Age
Mean (SD) 39.76 (10.01) 36.00 (9.16) 39.06 (9.95) t-te_st (198 df) 0038
=2.090
CD4 51 Rannksum
counts median (IQR) (22.3,90.8) 25 (15,39) 42 (19.82) test <0.001
CD4
[0,50] 81 (50.00) 31 (83.78) 112 (56.28) Chi-square
(50,100] 47 (29.01) 5 (13.51) 52 (26.13) (2df) = <0.001
(100,200] 34 (20.99) 1 (2.70) 35 (17.59) 14.603
Chest Xray
suggestive of TB?
No 66 (43.42) 12 (34.29) 78 (41.71)
Yes 68 (44.74) 21 (60.00) 89 (47.59) Chi-square 0.228
Inespecific 18 (11.84) 2 (5.71) 20 (10.70) (2df) = 2.961
abnormalities ' ' '
Night sweats since
beginning
of symptoms?
No 66 (40.74) 10 (27.03) 76 (38.19) Fisher's 0.137
Yes 96 (59.26) 27 (72.97) 123 (61.81) exact test ’
Dyspnoea since
beginning
of symptoms?
No 46 (28.40) 10 (27.03) 56 (28.14) Fisher's
Yes 116 (71.60) 27 (72.97) 143 (71.86) exact test 1
Cough since
beginning
of symptoms?
No 9 (5.56) 4 (10.81) 13 (6.53) Fisher's 0268
Yes 153 (94.44) 33(89.19) 186 (93.47) exact '
Hemoptysis since
beginning
of symptoms?
NoO 134 (82.72) 33 (89.19) 167 (83.92) _
Yes 24 (14.81) 4 (10.81) 28 (14.07) F:asxhaecrts 0.745
Don’t know 4 (2.47) 0 (0.00) 4 (2.01)
Chest pain since
beginning
of symptoms?
NoO 68 (41.98) 17 (45.95) 85 (42.71) _
Yes 93 (57.41) 20 (54.05) 113 (56.78) F'esxh:gts 0.768
Don’t know 1(0.62) 0 (0.00) 1 (0.50)
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Don’t know 4 (2.47) 0 (0.00) 4 (2.01)
Chest pain since
beginning
of symptoms?
NoO 68 (41.98) 17 (45.95) 85 (42.71) _
Yes 93 (57.41) 20 (54.05) 113 (56.78) F'esxhaecrts 0.768
Don’t know 1(0.62) 0 (0.00) 1 (0.50)
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History of TB or
TB previous

treatment?
No 121 (74.69) 30 (81.08) 151 (75.88) Fisher's
Yes 39 (24.07) 7 (18.92) 46 (23.12) exact 0.779
Don’t know 2 (1.23) 0 (0.00) 2 (1.01)
TB clinical form
Pulmonary 18 (11.11) 16 (43.24) 34 (17.09)
Pleuropulmonary 2 (1.23) 0 (0.00) 2 (1.01) Fisher's 0590
Disseminated 6 (3.70) 7 (18.92) 13 (6.53) exact '
Extrapulmonary 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00)

Table 1 Absolute and relative frequencies of clinical characteristics at TB investigation

by LAM result (relative frequencies are in parenthesis, except as otherwise indicated).

Most patient could provide spontaneous sputum for the first respiratory sample,
but 54.3% didn’t collected the second sample. More detailed information about
diagnostic tests are in S1 Table.

TB prevalence was 18.6% and 24.6% according to LAM and Mtb culture,
respectively. LAM’s overall accuracy was 79.9% (73.8%-84.9%). Positive and negative
predictive values were 62.2% (46.1%-75.9%) and 84% (77.5%-88.8%), respectively.
The overall sensitivity and specificity of LAM was 46.9% (33.7%-60.6%) and 90.7%
(84.9%-94.4%), respectively (Fig 1).
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N Prev Se [95% CI] Sp [95% CI)
LAM + Xpert 199 0.246 0,796 [0.664;0.885] — > 0.887 [0.826;0.928]
Xpert 157 0261 0.829 [0.687;0.915) —— ——  0.948 [0.892;0.976]
LAM + 2 Smear 199  0.246 0.714 [0.576;0.822) B e 0.893 [0.834;0.933]
LAM + 1 Smear 199  0.246 0.673 [0.534;0.788] -* —— 0.900 [0.842;0.938]
LAM 199  0.246 0.469 [0.337;0.606] —4— —— 0.907 [0.849;0.944]
2 Smear 199  0.246 0.571(0.433;0.700) —— —&  0.980 [0.943;0.993)
1 Smear 199 0246 0.510 [0.375;0.644) —@— —& 0.987 [0.953,0.996)
R RTE AN S R 17 1

03 05 07 09 080 0.90 1.00

Sensitity Specificity

Fig 1 Forest plot with sensitivity and specificity for different combination of tests in
overall population.

The best performance of LAM was observed among patients with CD4 counts
<50 cells/mm3, where sensitivity was 70.4% (51.5%-84.1%) and specificity was 85.9%
(76.9%-91.7%). When two smears microscopy were combined with LAM, sensitivity
was increased by 22% when compared to two smears alone, achieving a sensitivity
close to Xpert. Furthermore, LAM combined with two smears was as sensitive as when
combined to a single smear. LAM did not add sensitivity when combined to Xpert when
compared to Xpert alone (Fig 2). For patients with higher CD4 cell counts, LAM’s

sensitivity was too low to explore combinations either with Xpert or sputum smear.
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N Prev Se [95% C1) Sp [95% CI)
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Sensinvity Specificity

Fig 2 Forest plot with sensitivity and specificity for different combination of tests in
different strata of CD4.

There were 14 false positive LAM results. In three cases, Non-Tuberculosis
Mycobacteria grew in culture.
Discussion

In our study, the accuracy of LAM was low in overall population, but was better
in patients with low CD4 cell counts, as already reported (BALCHA et al., 2014b;
DRAIN et al., 2017; LAWN et al., 2012a; PETER et al., 2012a). The greatest benefit of
LAM was observed in patients with CD4 counts <50 cells/mm3. LAM increased TB
diagnosis when associated with smear microscopy, achieving a sensitivity close to
Xpert, indicating what could be an interesting option for settings with poor diagnosis
infrastructure. In addition, LAM could be combined with a single smear, without
decreasing sensitivity, speeding up the diagnosis. LAM did not improve TB diagnosis
when associated with Xpert, as observed by other authors (LAWN et al., 2012a).

However, Xpert was included in the Brazilian diagnosis algorithm during the study and
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only 73.2% of those with CD4 <50 cells/mm? were tested for Xpert. The lower number
of cases could have influenced these analyses.

One of the pillars for decreasing TB incidence is the rapid diagnosis (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2018). Even today, a timely diagnosis is a limiting factor
for early detection of TB, especially in developing countries where it is difficult for
established laboratories to perform Mtb culture for high burden locations. Therefore, in
many countries, the TB diagnosis is still based on smears and chest X-rays, which
have low sensitivity and specificity. In PLHIV, the diagnosis is even more complex,
since immunosuppression prevents the formation of granuloma, reducing the
pulmonary cavities, resulting in atypical chest images (MURRAY, 2005; N'DHATZ et
al., 1994). Additionally, immunosuppressed individuals are paucibacillary and therefore
more susceptible to have negative smear microscopy (ELLIOTT et al.,, 1993;
JOHNSON et al., 1998a), which may lead to empirical or misleading treatments.
Indeed, we observed a low number of patients with pulmonary cavity and a high
number of negative smears in our study. Thus, the rapid TB diagnosis in
immunodeficient patients is still a challenge.

Xpert was a breakthrough in TB diagnosis due to its rapid and high accuracy,
thereby decreasing time to initiate treatment (BOEHME et al., 2010). Although
Brazilian TB diagnosis algorithms have included Xpert since 2014, this test is not
available throughout the country and is not a real point of care (PoC) test as most
equipment are located in Mycobacteria laboratories. The most important criteria to
allocate GeneXpert was regional TB incidence. Therefore, the machine was first
provided to 92 municipalities. Additionally, nine others were provided for research
purposes (MINISTERIO DA SAUDE, 2015b). In low TB burden areas, smear
microscopy is still the first method to diagnose TB in PLHIV and definitive diagnosis
remains based on culture results.

There are limitations to making Xpert easily available in many health units. Xpert
requires stable electric power and air conditioning, which can be an obstacle in low
income countries. After one year of implementation, electrical power problems and
local high temperature were common problems in Brazil (MINISTERIO DA SAUDE,
2015b). In order to improve TB diagnosis in poor settings, a real” PoC” test is one
which is quick, easy to perform and that could be used close to patients. LAM combined
with smear microscopy could increase TB diagnosis in Brazil, as Xpert is not fully
available in all health facilities. In addition, urine is an easy to get specimen and LAM
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does not need biosafety protocols. It can even be performed at the bedside allowing
for a TB diagnosis in different settings where PLHIV access health care. As PLHIV
usually have difficulties in providing sputum, urine becomes a suitable biological
sample for TB testing (ELLIOTT et al., 1993).

Severely immunodeficient patients may also have disease caused by NTM more
frequently and there is a similarity between Mtb and other Mycobacteria
lipoarabinomannam. Therefore, attention must be paid to cases of NTM diagnosed
with a positive LAM. In this study, NTM were detected in three patients with positive
LAM results. As we know, Mycobacterial cultures have limitations and can be affected
by inadequate or insufficient sample, especially when patient has already started TB
treatment. Therefore, positive LAM tests without a positive culture should be
considered in some circumstances. In addition, recent studies had shown that LAM
could potentially reduce mortality in PLHIV admitted to hospitals (GUPTA-WRIGHT et
al., 2018; PETER et al., 2016) due to an increase in TB diagnosis.

Our study has limitations as Xpert was included in the protocol latter, reducing
the chance to fully observe its behavior in Brazilian algorithm. However, our
straightness was to include more than 50% participants with very low CD4 counts
allowing a good analysis on LAM performance in this specific group.

In conclusion, LAM is a real PoC test and should be used in combination with
smear microscopy for TB diagnosis in immunosuppressed PLHIV. If CD4 counts are
unknown, some clinical characteristics are indicative of immunosuppression and could
predict a low CD4 count, being helpful to select which patients should be tested.

Although there have been previous Brazilian studies about LAM in leprosy
(FERREIRA MEDEIROS et al., 2014; NAHAS et al., 2018) this is the first study using
Determine TB LAM Ag conducted in Brazil using the national algorithm in established
clinical sites demonstrating that LAM should be used in sites with high burden of HIV

to improve the rapid diagnosis of TB.
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S1 Table Absolute and relative frequencies of diagnostic tests at TB investigation by

LAM result (relative frequencies are in parenthesis). Xpert was introduced during the study

and were performed in 157 participants.

LAM

LAM

Statistic

Negative Positive Total Test P Value
Total 162 37 199
Sputum collection
(sample 1)
Spontaneous 116 (71.60) 21 (56.76) 137 (68.84)
BAL 1(0.62) 2 (5.41) 3(1.51) exact '
Tracheal secretion 3 (1.85) 0 (0.00) 3(1.51)
Sputum collection
(sample 2)
Spontaneous 65 (40.12) 14 (37.84) 79 (39.70)
Induced 5 (3.09) 0 (0.00) 5(2.51) _ ‘
BAL 3 (1.85) 0 (0.00) 3 (L51) F'esxhaegts 0.853
Tracheal secretion 3 (1.85) 1(2.70) 4 (2.01)
Not done 86 (53.09) 22 (59.46) 108 (54.27)
Sputum smear result
(sample 1)
Negative 151 (93.21) 21 (56.76) 172 (86.43)
Rare bacillus 1(0.62) 4 (10.81) 5(2.51) _ .
Positive + 3(1.85) 6 (16.22) 9 (4.52) Fisher's <0.001
Positive ++ 2 (1.23) 5(13.51) 7(3.52)
Positive +++ 5(3.09) 1(2.70) 6 (3.02)
Sputum smear result
(sample 2)
Negative 69 (90.79) 10 (66.67) 79 (86.81)
Rare bacillus 1(1.32) 0 (0.00) 1(1.10) _ ‘
Positive + 3 (3.95) 1(6.67) 4 (4.40) Fisher's 0.018
Positive ++ 2 (2.63) 1 (6.67) 3(3.30)
Positive +++ 1(1.32) 3(20.00) 4 (4.40)
Xpert® MTB/RIF
Negative 110 (73.33) 7 (20.59) 117 (63.59) _
Positive 19 (12.67)  21(61.76) 40 (21.74) ei:;et; t <0.001
Not done 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00)
Sputum culture result
(sample 1)
Negative 107 (66.88) 10 (27.03) 117 (59.39)
MTB 20 (12.50) 22 (59.46) 42 (21.32) Fisher's
Other mycobacteria 5(3.12) 3(8.11) 8 (4.06) exact test <0.001
Contaminated 28 (17.50) 2 (5.41) 30 (15.23)
Sputum culture result
(sample 2)
Negative 49 (30.25) 4 (10.81) 53 (26.63)
MTB 11 (6.79) 5(13.51) 16 (8.04) Fisher's 0.020
Other mycobacteria 0 (0.00) 1(2.70) 1 (0.50) exact test ‘
Contaminated 11 (6.79) 2 (5.41) 13 (6.53)



Not done
Blood culture result
(sample 1)
Negative
MTB
Other mycobacteria
Contaminated
Not done

Blood culture result
(sample 2)
Negative
MTB
Other mycobacteria
Contaminated
Not done

Blood culture result
(sample 3)
Negative
MTB
Other mycobacteria
Contaminated
Not done
Specimen from other
sites
Ganglionic
Pleural
Liquids
Other biopsies
Not done
Results from other
sites
Negative
MTB
Other mycobacteria
Contaminated

91 (56.17)

147 (91.88)
0 (0.00)
0 (0.00)
2 (1.25)
11 (6.88)

94 (58.75)
0 (0.00)
0 (0.00)
1 (0.62)

65 (40.62)

85 (53.12)
1(0.62)
0 (0.00)
0 (0.00)

74 (46.25)

0 (0.00)
1 (0.62)
2 (1.23)
1 (0.62)
158 (97.53)

3 (75.00)
1 (25.00)
0 (0.00)
0 (0.00)

25 (67.57)

26 (70.27)
8 (21.62)
2 (5.41)
0 (0.00)
1(2.70)

12 (33.33)
5 (13.89)
0 (0.00)
0 (0.00)

19 (52.78)

11 (29.73)
4 (10.81)
0 (0.00)
0 (0.00)

22 (59.46)

0 (0.00)
0 (0.00)
3(8.11)
1 (2.70)
33 (89.19)

3 (75.00)
0 (0.00)
1 (25.00)
0 (0.00)

116 (58.29)

173 (87.82)
8 (4.06)
2 (1.02)
2 (1.02)
12 (6.09)

106 (54.08)
5 (2.55)
0 (0.00)

1 (0.51)

84 (42.86)

96 (48.73)
5 (2.54)
0 (0.00)
0 (0.00)

96 (48.73)

0 (0.00)
1 (0.50)
5 (2.51)
2 (1.01)
191 (95.98)

6 (75.00)
1 (12.50)
1 (12.50)
0 (0.00)

Fisher's
exact test

Fisher's
exact test

Fisher's
exact test

Fisher's
exact test

Fisher's
exact test
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<0.001

<0.001

<0.001

0.043

1.000



S1 File. STARD checklist.

42

Reported on page

Section & Topic No Item 4
TITLE.OR
ABSTRACT
1 | Identification as a study of diagnostic accuracy using at least one #1 (Title)
measure of accuracy
(such as sensitivity, specificity, predictive values, or AUC)
ABSTRACT
2 Structured summary of study design, methods, results, and #2 (Abstract)
conclusions
(for specific guidance, see STARD for Abstracts)
INTRODUCTION
3 | Scientific and clinical background, including the intended use and #3(Introduction)
clinical role of the index test
4 | Study objectives and hypotheses #3(Introduction)
METHODS
Study design 5 | Whether data collection was planned before the index test and #4 (Materials and
reference standard Methods, Study
were performed (prospective study) or after (retrospective study) Design subsection)
Participants 6 Eligibility criteria #4 (Materials and
Methods,
Participants
subsection)
7  On what basis potentially eligible participants were identified #4 (Materials and
(such as symptoms, results from previous tests, inclusion in registry) Methods,
Participants
subsection)
8 | Where and when potentially eligible participants were identified #4 (Materials and
(setting, location and dates) Methods, Study
Design subsection;
dates are in
Results.)
9 | Whether participants formed a consecutive, random or convenience #4 (Materials and
series Methods, Study
Design subsection)
Test methods 10a : Index test, in sufficient detail to allow replication #5 (Materials and
“assays were performed according to manufacturers’ package inserts” ;| Methods, Study
Procedures
subsection)
10b | Reference standard, in sufficient detail to allow replication #5 (Materials and
Standard test was done according to Brazilian TB Guidelines. Methods, Study
Procedures
subsection)
11 : Rationale for choosing the reference standard (if alternatives exist) #5 (Materials and
Reference test is only cited as Mtb culture is a widely accepted Methods, Study
reference test. Procedures
subsection)
12a : Definition of and rationale for test positivity cut-offs or result categories : Not applicable
of the index test, distinguishing pre-specified from exploratory
12b | Definition of and rationale for test positivity cut-offs or result categories : Not applicable
of the reference standard, distinguishing pre-specified from exploratory
13a : Whether clinical information and reference standard results were #4 (Materials and

available

to the performers/readers of the index test

Clinical information was available to site nurses who also read the
LAM test.

Methods,
Participants
subsection)
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Mtb culture was not available since it takes around 4-8 weeks to be
released.

13b | Whether clinical information and index test results were available #5 (Materials and
to the assessors of the reference standard Methods, Study
“Laboratories staffs were blinded to patient’s clinical data and LAM Procedures
» subsection)
............. results.
Analysis 14 : Methods for estimating or comparing measures of diagnostic accuracy : #5 Materials and
Methods, Study
Procedures
subsection)
15 | How indeterminate index test or reference standard results were Not applicable
handled
There weren’t indeterminate results.
16 : How missing data on the index test and reference standard were Not applicable
handled
All participants had index (LAM) and reference tests (culture)
performed.
*Xpert was introduced latter and therefore some results were missing
but this was not a study test a priori.
17 : Any analyses of variability in diagnostic accuracy, distinguishing pre- #5
specified from exploratory
18 : Intended sample size and how it was determined #6 (Materials and
Methods, Sample
Size subsection)
RESULTS
Participants 19 : Flow of participants, using a diagram Supporting figure 1
20 | Baseline demographic and clinical characteristics of participants Table 1
21a : Distribution of severity of disease in those with the target condition Table 1, Fig 2
Severity of disease can be assessed by TB clinical forms and CD4
counts.
21b : Distribution of alternative diagnoses in those without the target Not applicable
condition
It was a cross-sectional study, so no follow up was planned in the
study design. Even so, we could detect 3 NTM cases (Discussion).
22 | Time interval and any clinical interventions between index test and Not applicable
reference standard
Test results 23 | Cross tabulation of the index test results (or their distribution)
by the results of the reference standard Supporting figure 1
These results are clearly available in STARD diagram
24 : Estimates of diagnostic accuracy and their precision (such as 95% Figl, Fig 2
confidence intervals)
25 | Any adverse events from performing the index test or the reference Not applicable
standard
DISCUSSION
26 : Study limitations, including sources of potential bias, statistical #11, #12
uncertainty, and generalisability (Discussion)
27 ' Implications for practice, including the intended use and clinical role of : #13 (Discussion)
the index test
OTHER
INFORMATION
28 : Registration number and name of registry #3 (Materials and
As per Brazilian Guidelines, this study was approved by National Methods, Ethical
Research Ethics Committee under CAAE number 439.001 Statement
subsection)
29 : Where the full study protocol can be accessed Not applicable

However, data has been included as a Supporting Information
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¢ 30 : Sources of funding and other support; role of funders i #13 (Financial

i Disclosure

i Statement,

i Acknowledgements)
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Abstract: Early tuberculosis (TB) diagnosis remains a challenge for its care and control,
especially in low-income countries and those with high prevalence of people living with HIV

(PLHIV). As point of care tests, performed alongside the patients, can accelerate diagnosis,
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we previously performed a Determine TB-LAM Ag (LAM) accuracy study in Brazil. As costis a
relevant feature to public health systems, our goal is to estimate it and suggest the best and
cheaper TB diagnosis strategy for PLHIV. Thus, we compared costs between using LAM for
all PLHIV with signs and symptoms (S/S) of TB or using LAM only for those with S/S of TB and
CD4 < 200 cells/mm3. PLHIV over 18 years were screened to detect S/S of TB and submitted
to a CD4 cell count rapid detection test (PIMA). Those with CD4 < 200 cells/mm3 were tested
for LAM. We evaluated 244 PLHIV with S/S of TB and 18.4% had CD4 > 200 cells/mm3. When
PIMA test was used to screen patients with low CD4 counts before using LAM, cost increased
by 314%. Thus, we propose using LAM for all PLHIV with S/S of TB as part of an alternative
diagnostic algorithm in HIV services of low-income countries, with high TB burden, to help to
speed up TB diagnosis.

Keywords: tuberculosis; HIV; diagnosis; point-of-care; LAM

1. Introduction

End TB Strategy is a World Health Organization (WHO) global strategy for tuberculosis
(TB) prevention, care and control for 2015-2035. It prioritizes the early diagnosis of TB
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015a). Indeed, a timely diagnosis is a limiting factor for
early detection of TB, especially in people living with HIV (PLHIV) in developing countries.
Determine TB-LAM (LAM) is point of care (PoC), lateral flow test, to diagnose TB using
patient’s urine. It’s overall sensitivity is low but, unlike traditional methods, it improves in PLHIV
with low CD4 cell count (LAWN et al., 2012a; MINION et al., 2011; PETER et al., 2012b). Our
group first assessed LAM in Brazil for TB diagnosis in PLHIV with CD4 < 200 cells/mm3. We
used another PoC test, CD4 PIMA, to provide absolute CD4 count in 20 minutes. We observed
that the combination of LAM with a single sputum smear microscopy achieved a sensibility
close to that of Xpert MTB/RIF (Xpert) in patients with CD4 counts < 50 cells/mm3 [5].
Unfortunately, this molecular rapid test is not broadly available in all high TB burden countries
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020a), so, the more rapid tests available, the better.

As price is a relevant reason for public health guidelines development, our goal is to
estimate the cost of different TB diagnosis strategies for PLHIV and suggest the best one. We
analyzed two strategies: A) use LAM for all PLHIV with signs and symptoms (S/S) of TB and
unknown CD4 cell count result or B) first use CD4 PIMA to select, among PLHIV with S/S of
TB, those with CD4 < 200 cells/mm3 to perform LAM.
2. Materials and Methods

It was a cross-sectional and multicenter study, with consecutive inclusion of patients,
originally designed to evaluate LAM accuracy in Brazil. Study sites are public HIV reference

health units in their localities: National Institute of Infectious Diseases Evandro Chagas and
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Nova Iguagu General Hospital, at Rio de Janeiro; Institute of Infectious Disease Emilio Ribas
and Center for Reference and Training STD/AIDS at S&o Paulo.

PLHIV over 18 years were screened to detect S/S of TB — cough for at least 2 weeks
and/or an abnormal chest radiography. Upper lobe opacity, lower lobe upper segment opacity,
milliary pattern, mediastinal adenopathy, pleural effusion or cavitation were considered images
suggestive of TB. Participants were also submitted to a rapid CD4 cell count test (CD4 PIMA),
since having a CD4 < 200 cellsymm3 was one of the eligibility criteria for LAM testing. These
both tests are from Abbott laboratories and were performed according to manufacturer's

package insert (www.globalpointofcare.abbott). Each LAM strip was read by two independent

nurses. In parallel, patients provided at least one sputum sample for smear microscopy, Xpert
and culture as part of Brazilian routine for TB diagnosis. Further details are shown in Benjamin
et al (BENJAMIN et al., 2019).

CD4 PIMA and LAM costs were obtained from Abbott laboratories in Reais and converted
into US Dollars in July/2021. LAM costs 3.00 USD/test and PIMA costs 10.00 USD/test, but it
varies according to the amount of tests acquired. CD4 PIMA Analysers were provided free of
charge by the manufacturer for the study.

3. Results

We evaluated 244 PLHIV with S/S of TB. Forty-five (18.4%) patients had CD4 > 200
cells/mm3 and 199 (81.6%) had CD4 < 200 cells/mm3. Using LAM to all PLHIV (244) with S/S
of TB would cost 3.00 USD/patient, 732 USD in total (Strategy A). First use PIMA to screen
low CD4 patients before using LAM would increase 10.00 USD/patient and the total cost would
rise by 314%, to 3,037 USD (Strategy B). Both strategies are presented in Figure 1.

PLHIV > 18 year PLHIV > 18 year
A) and S/S of TB B) and S/S of TB
(244) (244)

/_ 2440 USD

\4
l l / 732 USD CD4 PIMA »|  CD4>200

(244) - (45)

diagnostic routine (244)

Brazilian TB LAM l

CD4 <200
(199)

| | =]

Brazilian TB LAM
diagnostic routine (199)



http://www.globalpointofcare.abbott/

49

Figure 1. Two strategies analyzed: A) Use LAM to all people living with HIV with signs or symptoms of TB. B) Use
LAM only in people living with HIV with signs or symptoms of TB and CD4 < 200.

There was 100% agreement in LAM reading and only one strip was read as indeterminate
by both professionals (Table 1).

Table 1. Contingency table of LAM reading between two professionals.

LAM second reading
LAM first Negative Positive Indeterminate Total
reading
Negative 161 0 0 161
Positive 0 37 0 37
Indeterminate 0 0 1 1
Total 161 37 1 199

We have previously reported a high sensitivity of LAM combined to a single sputum
smear microscopy [5]. Furthermore, based on the costs, showed above, achieved in our study,
which had a low proportion of patients with CD4 > 200 cell/mm3 (18.4%), we propose an
alternative diagnostic algorithm to be implemented in HIV health services in low-income
countries, with high TB burden, to faster diagnosis, where molecular rapid tests aren’t widely

available (Figure 2).

PLHIV > 18 year
and S/Sof TB

=

‘ LAM+ 1 AFB+ CULTURE+ DST

LAM + LAM - LAM + LAM -
AFB + AFB+ AFB- AFB -
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Figure 2. Alternative diagnostic algorithm for people living with HIV with signs or symptoms of tuberculosis for high
burden tuberculosis low-income countries, in the absence of molecular rapid tests (LAM = Determine TB LAM Ag;
AFB = acid fast bacilli; DST = Drug Susceptibility Test; TB = Tuberculosis; DX = diagnostic). *under clinical judgment

4. Discussion

For inpatients settings, WHO strongly recommends using LAM to assist in the diagnosis
of TB in PLHIV with: 1) S/S of pulmonary and/or extrapulmonary TB; 2) with advanced HIV
disease or who are seriously ill; 3) irrespective of S/S of TB and with a CD4 < 200 cells/mm3.
In outpatient settings, WHO suggests using LAM to assist in the diagnosis of active TB in
PLHIV with: 1) S/S of pulmonary and/or extrapulmonary TB or seriously ill; 2) irrespective of
S/S of TB and with a CD4 cell count < 100 cells/mm3. WHO also recommends that all patients
with S/S of pulmonary TB who are capable of producing sputum should have at least one
sputum specimen submitted for Xpert (Ultra) assay (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2019).

Although Xpert is a fast and highly accurate test, it is not widely distributed in low and
middle-income countries. Among the 48 high TB burden countries, only 18 reported that a
WHO-recommended rapid diagnostic test had been used as the initial test for more than half
of their notified TB cases (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020a). It suggests that the
faster TB diagnosis continues to be centered in smear microscopy, which has low sensibility
and specificity, especially in PLHIV (ELLIOTT et al., 1993; LEVY et al., 1989; LIPSKY et al.,
1984), and is highly influenced by laboratory expertise.

There was an attenuation of Xpert’'s positive impact seen in clinical trials on patient
outcomes, due to a lot of problems observed in its implementation, like the high cost to public
health systems, lack of subsidies to the private health sector and unavailability of a complete
package of solutions. Thus, the clinical impact was mitigated by weak health systems (ALBERT
et al., 2016). Also, this technology requires lab infrastructure with stable electricity, temperature
and humidity control and protection from dust, which can be a challenge in many places,
including Brazil (Rapid implementation of the Xpert MTB/RIF diagnostic test: technical and
operational ,How-to“; practical considerations., [s.d.]).

CD4 testing is critical for assessing immune status and is an essential component of high-
quality services for PLHIV (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020b), but in clinical practice,
arapid CD4 count assay is not yet widely available in Brazil nor in other low and middle-income
countries (CLINTON HEALTH ACCESS INITIATIVE, 2019). Clinical evaluation is poorly
reliable as a proxy for CD4 count since up to 50% of PLHIV with advanced disease may be
asymptomatic (HAKIM et al., 2017). So, it's hard to estimate CD4 count to decide whether LAM
should be used. Furthermore, healthy services involved in our study are reference for PLHIV,
with outpatients’ attendance and inpatient services. Thus, supporting CD4 PIMA costs is not
an advantage in a scenario like ours, where there is a high burden of TB associated with a

high prevalence of advanced HIV disease. It is an expensive test and showed some technical
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problems, which increases even more the costs. Even though this study was not designed to
count the number of CD4 PIMA cartridges performed per patient, our practice showed that it
was often necessary to use more than one cartridge/participant. It would result in an additional
cost if the manufacturer did not have replaced them. Moreover, the PIMA machine costs 8,500
USD, but we believe a loan agreement is possible. Unfortunately, another problem associated
with CD4 PIMA was the difficulty of having feedback from the manufacturer, the replacement
of defective cartridges and the slow technical assistance.

The costs may be different in a scenario with lower prevalence of TB or less advanced
immunosuppression, and fewer patients would benefit from using LAM. Thus, using PIMA to
screen patients to be tested for LAM should be evaluated in different epidemiological settings.

Fujiflm SILVAMP TB LAM is another rapid test, which has been showing a higher
sensitivity than LAM (BROGER et al.,, 2020b; “Novel lipoarabinomannan point-of-care
tuberculosis test for people with HIV: a diagnostic accuracy study - The Lancet Infectious
Diseases”, [s.d.]) but is not commercially available yet. Some studies are still ongoing to
establish the performance of this test in clinical practice to provide WHO data to build an official
recommendation.

Despite LAM sensitivity limitation, it is done in a urine sample, is easy, simple,
reproducible, has low cost, and helps to reduce TB mortality among PLHIV (DRAIN et al.,
2017; GUPTA-WRIGHT et al., 2018; PETER et al., 2016). It could be an add-on tool to clinical
judgement, in combination with smear microscopy, for PLHIV in low-income countries, where

Xpert is not broadly available.
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4 CONCLUSAO

4.1 ARTIGO 1

Este foi o primeiro estudo com LAM realizado no Brasil usando o algoritmo
nacional em centros clinicos que séo também, referéncia para o tratamento de HIV.
Demonstramos que esse teste rapido, quando usado em combinacdo com um exame
de baciloscopia de escarro alcanca sensibilidade similar a do Xpert em pacientes com

TB e imunossuprimidos por HIV.

4.2 ARTIGO 2

O LAM é um teste barato, simples e reprodutivel e pode ser uma ferramenta
para diagnostico de TB, adicional ao julgamento clinico, em combinacdo com a
baciloscopia, para PVHIV em paises de baixa renda, onde o Xpert ndo esti
amplamente disponivel. A contagem de CD4, através do CD4 PIMA, mais cara e com

muitos problemas técnicos, seria dispensavel em um cenario como este.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E RECOMENDACOES

O diagnéstico de TB ainda é, atualmente, um desafio para muitos paises de
média e baixa renda, especialmente em PVHIV. Apesar do advento do Xpert ter
representado um divisor de aguas nesse campo, a maioria dos paises com alta carga
da doenca ainda ndo consegue realizar a metade dos diagndsticos através de testes
rapidos. No Brasil, esse percentual foi de 34% em 2019. Portanto, ainda € necessario
um grande esforco das autoridades em saude para que a epidemia de TB seja contida.
Outros testes rapidos sdo importantes, especialmente aqueles que podem ser
realizados ao lado do paciente e fornecer um resultado em poucos minutos sem
necessidade de infraestrutura laboratorial, transporte de amostras entre diferentes
locais, biosseguranca e local especial para coleta ou um sistema informatizado. O
LAM, assim como o recente Fujifilm SILVAMP TB LAM P poderiam vir a preencher
essa lacuna.

A Coordenacdo de Monitoramento e Avaliacdo de Tecnologias em Saude do
Ministério da Saude do Brasil avaliou o LAM e publicou um documento em novembro
de 2020 (SILVA; BORGES; ANDREOLI, 2020). Nosso trabalho foi o Unico realizado
na populacédo brasileira, contribuindo com dados para essa recomendacao. Segundo
tal relatorio, esse teste foi mais custo-efetivo em comparacdo ao Xpert e deve ser
empregado na rede de atendimento de PVHIV, como nés sugerimos. O teste ndo
substituird nenhuma tecnologia atualmente em uso no Sistema Unico de Saude,
sendo mais uma ferramenta para o diagnostico de TB em PVHIV com
imunodeficiéncia avancada.

Sendo essa tecnologia implementada pelo Ministério da Saude, poderemos
realizar estudos de Vida Real (Real World Data) posteriormente, coletando dados do
Sistema de Informacéo de Agravos de Notificagdo para conhecer o real desempenho
do LAM no diagnostico de TB em PVHIV e na reducdo da mortalidade nessa

populacao.
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ANEXO 2 — TERMO DO CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

LAM associado a baciloscopia para deteccéo precoce de casos de tuberculose
na rotina clinica de pacientes com tuberculose associada ao HIV e
imunodeficiéncia avancada.

Pesquisadores envolvidos: Valeria Rolla, Leda Jamal, Draurio Barreira, Denise
Arakaki Sanchez, Josué Nazareno Lima, José Henrique Pilotto, Francisco Ivanildo de
Oliveira Junior, Tamara Newman Lobato Souza, Celia Landmann Szwarcwald, Pedro

Brasil, Aline Benjamin

O (a) Sr (a) esta sendo convidado (a) a participar de um estudo sobre a tuberculose.
Esta doenca € causada por uma micobactéria chamada Mycobacterium tuberculosis
gue costuma causar doenca nos pulmdées, mas pode também acometer qualquer parte
do corpo causando meningite, infeccdo éssea, “carogos no corpo”, doenga nos rins
etc. O (a) Sr (a) estd sendo convidado a participar desse estudo porque pessoas
soropositivas para o HIV e com imunidade baixa tém um risco aumentado de

desenvolver tuberculose. Este estudo visa tornar mais facil e mais rapida a maneira

de diagnosticar a tuberculose utilizando, além do escarro, a urina como parte da
investigagdo. Este exame novo se chama Determine® TB LAM Ag e permite detectar
a presenca desta micobactéria na sua urina em 30 minutos. As pesquisas ja realizadas
mostram que esse teste detecta melhor “pedacinhos” das micobactérias na urina
guando a pessoa esta infectada pelo HIV. Além disso, ele apresenta resultados ainda
melhores quando a imunidade da pessoa esta comprometida, isto €, com contagens
de células T CD4 igual ou menor que 200 cel/mm3. Em pessoas com contagens muito
baixas (abaixo de 50 cel/ mm?) o teste funciona ainda melhor, principalmente se o
exame do escarro (baciloscopia) for feito também para olhar os dois resultados juntos.
Esse teste foi usado em outros paises para pessoas que receberam o diagnostico de
HIV/AIDS e alguns casos de tuberculose foram diagnosticados nessas pessoas. O
gue os pesquisadores desse estudo desejam saber é se esse teste é bom para
usarmos nos ambulatérios e se vale a pena usa-lo no SUS, isto é, usa-lo na rotina dos

servicos do Sistema Unico de Salde (SUS) brasileiro.
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Ao aceitar participar do estudo o (a) Sr (a) vai permitir que o exame de baciloscopia e
cultura sejam realizados no seu escarro ou outro material do seu corpo (estes exames
ja sao feitos na rotina de investigacao da tuberculose) e também que o Determine®
TB LAM Ag seja feito na sua urina. Além disso, faremos também a contagem de suas
células T CD4 usando um teste rapido para sabermos se seu sistema de defesa esta
comprometido. Para isto sera necessario que o (a) Sr (a) entenda as explicacdes que
estdo sendo dadas e assine esse termo de consentimento caso concorde em
participar do estudo. Caso a tuberculose seja diagnosticada, o (a) Sr (a) também
devera responder a perguntas sobre a sua saude além de realizar o tratamento. Os
medicamentos devem ser tomados diariamente por seis meses, no minimo, sem
interrupcdes de acordo com a prescricdo médica para que o tratamento resulte na
cura. Este tratamento serda feito de acordo com o Manual de Recomendacfes para o
Controle da Tuberculose no Brasil (Ministério da Saude) e é fornecido gratuitamente

pelo governo.

Procedimentos do estudo

Apos leitura do TCLE, esclarecimento de todas as duvidas sobre os procedimentos
do estudo e assinatura pelo (a) Sr (a) e o pesquisador, sera coletada uma amostra de
urina para a realizacdo do teste Determine LAM, além dos exames ja utilizados na
rede publica pra diagnosticar a tuberculose.

Sua participacao nesse estudo sera de autorizar a realizacdo do Determine® TB LAM

AQg na sua urina, fazer um teste de CD4 rapido, além de responder perguntas sobre a

sua salde durante as consultas de rotina. Caso a tuberculose seja diagnosticada, o

(a) Sr (a) deverad também tomar reqularmente os medicamentos prescritos durante no

minimo, seis meses, colaborando desta forma para o sucesso do tratamento e cura

da tuberculose.

Riscos e beneficios

O Determine® TB LAM Ag sera realizado na sua urina (10 ml de urina fresca a ser
coletada em um pote apropriado e fornecido pela unidade de salde para todos o0s
voluntarios). A contagem rapida de CD4 sera feita através de um “furinho” no seu dedo
para exame de sangue. Todos 0s outros exames que serao realizados fazem parte da

rotina de investigagao de tuberculose usada por todos os hospitais do SUS e incluem
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radiografia de térax, exame de escarro, coleta de sangue e biopsias (retirada de um
pequeno pedacinho da parte do corpo com doenca) caso a tuberculose atinja outro
local além dos pulmdes. Nenhum outro exame sera realizado por causa do estudo.
Coletar sangue pode trazer riscos como desmaio, desconforto temporario ou
equimoses no local da puncdo (furada da agulha); mais raramente, pode haver
infeccdo ou formacao deu pequeno coagulo ou inchaco na veia e na area ao redor. A
coleta da urina podera ocasionar desconforto, visto que devera ser realizada nas
dependéncias da instituicdo de saude que vai oferecer o teste.

Caso o (a) Sr (a) tenha algum dano relacionado direta ou indiretamente com a sua
participacdo nesse estudo, o (a) Sr (a) recebera suporte do médico responsavel no
centro onde o (a) Sr (a) esta sendo tratado e na falta desse, de outro profissional ligado
ao estudo. Caso seu tratamento ndo seja eficaz ou caso ndo consiga se adaptar aos
remédios utilizados, um novo tratamento lhe serd oferecido e garantido, de acordo
com as recomendacdes do Ministério da Saude do Brasil. A equipe de saude do centro
esta disponivel para auxilia-lo independentemente da sua participacao neste estudo.
O (a) Sr (a) tera garantia de assisténcia integral durante este estudo e receberd uma
indenizacao caso sofra quaisquer danos.

O (a) Sr (a) ndo tera despesas decorrentes da sua participacdo no estudo. No dia em
que for realizar os procedimentos do estudo nos centros credenciados, os valores
gastos com transporte e alimentacéo Ihe serdo reembolsados. Os resultados obtidos
Ihe serdo informados pessoalmente e considerados confidenciais, podendo, no
entanto, serem divulgados na forma de comunicacdo cientifica em congressos e
revistas, mas ndo sera permitida a sua identificacdo, o que garante a sua privacidade.
Todos os dados obtidos sobre o (a) Sr (a) serdo codificados para que o (a) Sr (a) ndo
possa ser identificado e guardados pela equipe em armarios apropriados, fechados
com chave. Os resultados desse estudo poderédo nao lhe beneficiar diretamente, mas
poderao no futuro beneficiar outras pessoas com esta doenca.

O profissional responsavel esta a sua disposicao para responder a todas as perguntas
sempre que o (a) Sr (a) tiver novas duvidas. O (a) Sr (a) tem toda a liberdade de
consultar outros investigadores envolvidos na pesquisa quando sentir necessidade.
Sua patrticipacéo € inteiramente voluntaria. O (a) Sr (a) pode a qualquer momento
desistir de participar sem prejuizo para seu diagnostico, tratamento e

acompanhamento.
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Caso o (a) Sr (a) tenha lido e entendido as informacdes neste termo de consentimento

- ou elas tenham sido lidas para o (a) Sr (a) — e caso concorde em participar

voluntariamente deste estudo, o (a) Sr (a) e o pesquisador assinarao duas vias deste

documento. Uma via lhe sera entregue. Ao assinar este documento, o (a) Sr (a) ndo

abrira mado de nenhum direito legal. Sera também necessario que o (a) Sr (a) e o

pesquisador rubriguem todas as paginas deste termo, assegurando que todas as

paginas foram lidas, o que garante ainda mais a sua protecao.

/ /
Nome do participante (letra legivel) Data
Assinatura do participante

/ /
Nome do Pesquisador (letra legivel) Data
Assinatura do Pesquisador

/ /
Nome do representante legal (letra legivel) Data
Assinatura do representante legal

/ /
Nome da testemunha imparcial (letra legivel) Data

Assinatura da testemunha imparcial

Em caso de duvida vocé podera entrar em contato conosco:

Dra. Valeria Cavalcanti Rolla - CRM 52-42859-0

Laboratério de Pesquisa Clinica em Micobacterioses

Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) - Fiocruz
Av. Brasil 4365, Manguinhos. CEP 21040-900

Telefone de contato: (21) 3865-9607; celular (21) 9490-4251
Email: valeria.rolla@ipec.fiocruz.br
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Comité de Etica em Pesquisa do IPEC-Fiocruz (colegiado interdisciplinar e
independente criado para defender os interesses dos sujeitos de pesquisa em sua
integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de
padrbes éticos)

Av. Brasil 4365, Manguinhos. CEP 21040-900

Telefone (21) 3865-9585

E-mail: cep@ipec.fiocruz.br

Horario de Funcionamento: 22 a 62 de 08 as 17h



ANEXO 3 — PARECER CONSUBSTANCIADO CEP

INSTITUTO DE PESQUISA

CLINICA EVANDRO CHAGAS - W

IPEC / FIOCRUZ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETD DE PESGQUISA

Titulo da Pesquisa: LAM associado & baciloscopia para detecgio precoce de casos de tuberculose na
rotina clinica de pacienies com tuberculose associada ac HIV e imuncdeficiéncia
avangada.

Pesquisador: Valéra Cavalcanti Rolla

Area Tematica: Area 3. Farmacos, medicamentas, vacinas e testes diagndsticos novos (fases |, Il e I} ou
nao registrados no pais (ainda gue fase IV}, ou guando a pesquisa for referente a seu uso
com modalidades, indicagies, doses ou vias de administragdo diferentes daguelas
gstabelecidas, incluindo seu emprego em combinagdes.

Area 8. Pesquisa com cooperagac estrangeira.

Versdo: 4
CAAFE: D8488712.1.1001.5262
Instituigio Proponente: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas - IPEC / FIOCRUZ

Patrocinador Principal: Centers for Disease Control and Prevention
Secretaria de Vigilancia em Salde ((SVSMS))

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 220.085
Data da Relatoria: 11032013

Apresentagio do Projeto:

Protocolo nacional com financiamento estrangeino (exclusivo) & nacional com execucio totalments no Brasil.
O diagndstico da tuberculose continua a ser um desafio em pacientes com aids e imunodeficiéncia.
Ferramentas novas para diagnostico rapido principalmente com baixo custo e faceis de executar s3o de
extremo interesse para ofimizar o controle da doenga. O desempenho de um nove teste para diagnosticar
tuberculose através da urina sera avaliado em unidades de atendiments de HiV/iaids & TB no Rio de Janeiro
& 530 Paulo. Individuos soropositives para o HIV e simtomas clinicos de aids serdo selecionados. Todos os
selecionados, sintomaticos respiratérios ou nio serdo submetidos a uma investigagdo clinica para
diagndstico de TB. Ao final do estudo, os resultados do LAM serdo comparados com baciloscopia e cultura
de escarro ou cutro material caso haja sinais e sintbmas de TE extrapulmonar. Serdo avaliadas
sensibilidade, specificidade, razdes de verossimilhanga e valores predifivos. A exploragio de caracteristicas
clinicas (como a presenca ou ndo de cavitagdes pulmonares, carga bacilar na baciloscopia, & contagens de
células CD4 ) em diferentes subgrupos sera tambeém realizada como potenciais elementos que modificam o
desempenho do teste. O desempenho do teste definird a utilizac3o deste na rede publica do Brasil.

Endersgo:  Avenlda Brasll 4385
Balro:  Manguinhos CEP: 21.045-200
UF: Rl Municiplo:  RIO DE JANEIRD

Talefome: (21)3BE5-3585 E-mall: cepdiipec.focrz or
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INSTITUTO DE PESQUISA
CLINICA EVANDRO CHAGAS - W
IPEC / FIOCRUZ

Critérios de inclus3o: -Aceitar participar do protocolo e assinar ¢ Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Primeiro cenario: -Ser soropositivo para o HIV. - CD4 ; 350 cel/mm3, conforme
resuftado do PIMA. -Sem uso prévio de TARV. - Com sinais de imunodeficiéncia, tais como: perda ponderal
>10% do peso habitual, candidiase oral, febre ou outros sintomas constitucionais (como diarreia cronica,
prurigo) (Consenso Nacional de HIV/aids 2010). Segundo cenario: - Ter 18 anos ou mais. -Ser soropositivo
para o HIV. -CD4 ; 350 cell/mm3, conforme resultado do PIMA. -Estar em uso ou n3o de TARV. -Ter um ou
mais sinais e sintomas de TB, de acordo com o Manual de Recomendagdes para o Controle da Tuberculose
no Brasil, 2011. Critérios de exclusdo: -Gestantes. -N3o conseguir obter urina para realizar o LAM.-Haver
algum impadimento para a realizac3o dos exames diagnosticos da TB no centro de pesquisa. O Determine®
TB LAM Ag & o teste em estudo. E um teste imunocromatografico para a deteccdo do antigenc LAM, em
formato de fita. O teste utiliza anticorpos altamente purificados especificos para o LAM adsorvidos na fita de
nitrocelulose. £ utilizada uma amostra de 80 microlitros de urina e apés 25 a 30 minutos, aparecerd uma
banda como observado na figura abaixo, em caso de resultado positivo. O diagndstico de tubercuiose sera
realizado nas rotinas dos servicos, através da investigacio com baciloscopia e cuitura, de acordo com as
recomendacdes das diretrizes brasileiras de TB.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo: Avaliar o desempenho diagnostico e a utilidade clinica do teste Determine® TB LAM Ag para o
diagnostico rapido de Tuberculose, quando realizado como parte da rotina inicial de exames, em unidades
de atendimento de pacientes com HIV/ AIDS.

Objetivos Especificos: Comparar o desempenho do teste Determine® TB LAM Ag segundo as categonas:

1) Contagem de células CD4 (<50, <100, <200, de 201-350); 2) Presenca de cavitagio na radiografia de
torax; 3) Diagnestico de twberculose pulmonar e extrapulmonar Carga bacilar +,++ +++ ++++ ou negativa.

Avaliag3o dos Riscos e Beneficios:

Riscos: A coleta da urina podera ocasionar desconforto, visto que devera ser realizada nas dependéncias da
instituic3o de salde que vai oferecer o teste.

Beneficios: Os resultados desse estudo poderdo n3o beneficiar diretamente os participantes, mas poderdo
no futuro beneficiar outras pessoas com esta doenga o responder o objetivo do estudo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de uma pesquisa relevante e de impacto para estudos desta natureza, com cooperacao
estrangeira, multicéntrico envolvendo no Brasil os centros. aléem do Institutc de Pesquisa Clinica

Enderego:  Avanida Brasll 4365
Balrro:  Manguinhos CEP: 21.045-300

UF: RJ Municiplo: RIO DE JANEIRO

Telefone: (21)3865-358S E-mall: cepipec.ficcruz or
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INSTITUTO DE PESQUISA
CLINICA EVANDRO CHAGAS - W
IPEC / FIOCRUZ

Evandro Chagas/FIOCRUZ(RJ), o Hospital Geral de Nova Iguagu(RJ). o Instituto de Infectologia Emilic
Ribas (SP) e o Centro de Referéncia e Treinamento em DST/AIDS (SP). Sera financiado pelo Centers for
Disease Control and Prevention/CDC (Acordo de Cooperacdo #1U2GPS001204) e o Ministério da Salde,
Brasil.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:

Foram apresentados: TCLE vers3o de 20 de dezembro de 2012 modificado para o CEP-IPEC em 28 de
janeiro de 2013; Declaracdo dos Centros Participantes; Declaracdo dos Resultados da Pesquisa;
Declaracdo sobre Recrutamento de Sujeitos de Pesquisa; Declaracdo de Cumprimento da Resolucic
196/96 do CNS; Declaragdo sobre Apdlice de Seguro; Declaracdo de Uso das Amostras Biologicas eou
Dados; Declaracdo de Infraestrutura e Autorizacde Institucional: Declaragdo de Anuéncia dos Centros
Participantes; Orcamento; Cana de Interesse do Programa Nacional de Controle da Tuberculose; Alere
Determine TB LAM (Brazilian Portuguese); Alere Determine TM LAM (Bula).

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Recomendagdes:

Foram satisfeitas.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Foram satisfeitas.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagiao da CONEP:

Sim

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado, bem como a Coordenacdo do CEP, tiveram grande divida em classifica-lo como Grupo | -
Cooperaqio estrangeira - considerando que o apoio estrangeiro sera exclusivamente financeiro, sem
qualguer participacdo na elaboragdo do projeto, exciusivamente elaborado pela pesquisadora responsavel,
Dra. Valéra Rolla.

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da CONEP e so tem o seu inicio autorizado apos a

aprovagao pela mesma.
Endersgo:  Avenida Brasll 4385
Balrro: Mangunhos CEP: 21.025-200
UF: RJ Municiplo: RIO DE JANEIRO

Telefons: (21)3865-3585 E-mall: cepgdipac.fiocruz br



INSTITUTO DE PESQUISA
CLINICA EVANDRO CHAGAS - ‘QRGral
IPEC / FIOCRUZ

RIO DE JANEIRO, 15 de Margo de 2013

Assinador por:
Léa Ferreira Camillo-Coura
(Coordenador)
Enderego:  Avanioa Brasi 4365
Balmro: Mangunhos CEP: 21.045-%00
UF: RJ Municiplo: RIO DE JANEIRO

Telefone: (21138565-3585 E-mail: cap@ipec.fiocnz br
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ANEXO 4 — PARECER CONSUBSTANCIADO CONEP

CO,MISSAO NACIONAL DE -
ETICA EM PESQUISA
PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: LAM associado & baciloscopia para detecg3o precoce de casos de tuberculose na
rotina clinica de pacientes com tuberculose associada ao HIV e imunodeficiéncia
avangada.

Pesquisador: Valéria Cavalcanti Rolla
Area Tematica: Pesquisas com coordenagio elou patrocinio originados fora do Brasil, excetuadas aquelas
com copatrocinio do Govemno Brasileiro;
Versdo: 6
CAAE: 08408712.1.1001.5262
Instituigdo Proponente: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas - IPEC / FIOCRUZ
Patrocinador Principal: Centers for Disease Control and Prevention
Secretaria de Vigilancia em Salde
DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 430001
Data da Relatoria: 23/10/2013

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de analise das respostas enviadas pelo pesqguisador para as pendéncias apontadas no Parecer
CONEP n.361.254.

Objetivo da Pesquisa:

Conforme apresentado no Parecer CONEP 361 254

Avaliag3o dos Riscos e Beneficios:

Ceonforme apresentado no Parecer CONEP 361.254.
Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Conforme apresentado no Parecer CONEP 361.254.
Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
N3o se aplica.

Recomendagdes:

N3o se aplica.

Enderego. SEPN S10NORTE, BLOCO A 1° SUBSCLO, Edificio Ex-INAN - Unidade il - Minisino da Salde

Balrro: As3 Norte CEP: 70.750-521
UF: OF Municiplo: BRASILIA
Telefone: (61)3315-587¢8 E-mall: conepfisauce.gov.or

g 01 de 05
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COMISSAO NACIONAL DE =
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Contnuachia do Parecer 439,001

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

1}Quanto ac orgamento, de acordo com o documento "Orgamento LAM_20dez12 pdf®, os kils a serem
utilizades neste protocole ™ serdo DOADOS PELO LABORATORIO ALERE" (destague nosso). Mesmo que
haja a deagio da ferramenta em estudo para este protocolo, pode ser considerade conflito de interesses
entre o formecedor do kit doado e o resultado do estudo, gque pode levar, inclusive, dependendo do resultado
deste profocolo, 4 compra do material para deteccdo de tuberculose para a rede plblica de salde.
Adicionalmente, foi inserida a informagio que o custo do Alere G4 Test e Determine TB LAM Ag & zem. Se
esse kit fosse vendido no mercado, © mesmo ndo teria um cusic zero. Solicitam-se esclarecimentos e as
devidas adequacies e inclusdo no orgamento financeino.

RESPOSTA: Os valores de mercado do aparslho Alere CO4 Test e de cada teste foram Incluidos no novo
orgamento, assim como o valor de cada teste Determine TB LAM Ag. Ressaltamos, entretanto que todos
serao, de falo, doados pela Alere.

AMALISE: Pendéncia tendida

2)Quanto a0 documents intitulado "Declaracio sobre Apdlice de Seguro_LAM. pdf', |&-se:

"Declaro que, apds a aprovagdo ética e regulatoria do protocolo supracitade. uma empresa de seguros sera
contratada para a COBERTURA de eventuais danos que os sujeitos de pesquisa

venham a sofrer em conssquéncia de sua participagio no estuds.” O saguro represanta

unicamente um instrumento financeiro do patrocinader para minimizar possiveis perdas econdmicas
advindas do pagamento relativo acs referidos tratamentos ou indenizagies

decomentes de danos resultantes da participagio do sujeito de pesquisa no estudo. O valer do seguro, em
hipatese alguma, limita esses pagamentos. Solicita-se a retirada de qualquer referéncia a cobertura de
seguro dado gque o seguro & instrumento do patrocinader e, no caso em tela, nem sequer foi contratado.
RESPOSTA: O pesquisador principal, como responsavel pelo projeto, garante que sera fornecida
assisténcia integral ac participante em caso de danos e injurias decormentes direta ou indiretamente da sua
participagio no estude. De fate, entendemos que a assisténcia intagral deve ser fornecida independente da
contratagdo de uma apdlice de seguro.

AMALISE: Pendéncia atendida.

3. Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, versdo de 20 de dezembro de 2012 modificado
para o CEP-IPEC em 28 de janeiro de 2013:

Enderego: SEPM 510 MORTE, BLOCO A 1° SUBSOLD, Edfck Ex-MAN - Unidgade |l - Minksno da Salde

Balmo: Az3 More CEP: 70.750-521
UF: OF Municiplo: ERASILIA
Telefonsa: (6133155678 E-mall: coneDiisaue gov.or

Priagrea (12w 05
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a) Ma pagina 3 de 6, l&-se: "Caso sejam comprovados gquaisquer danos o (a) Sr (a) receberd uma
indenizagﬁn referente a0 dano causado, CASO SEJA CONSTATADA UMA FEELAI;.E.O COM OS5
PROCEDIMENTOS DO ESTUDO.” Também na pagina 23 de 28 do Protocolo (versdo de 28 de Janeiro de
2013), lé-se: "CASC SEJAM COMPROVADOS QUAISQUER DANCS DIRETAMEMTE RELACICMADOS
aos procedimentos do estudo, os sujeitos serdo indenizados.”. Cabe ressaltar que a responsabilidade pela
prestacio de cuidados integrais de salde pelo tempo gque for necessario para o tratamento por lesdes MAO
FODE ESTAR VINCULADA A COM F'RD‘-.-’A';JE;D DE RELA*;..E\{} DIRETA com a participagdc no estudo
devido a propria dificuldade pratica em comprovar esse vinculo, assim sendo, danos diretos ou
indiretos.imediatos ou tardics sofridos no decorrer da pan:in:ipai_;zin do sujeito devem ser acompanhados &
tratados pelo pesquisador & seu patrocinader de forma incondicional. Solicita-se adequagio.
RESPOSTA: Modificagdes realizadas. Mo TCLE, a frase "CASO SEJA COMSTATADA UMA HELAI::..S«D
COM 05 PROCEDIMENTOS DO ESTUDO" foi retirada. Mo inicio deste mesmo paragrafo, na pagina 3,
onde estava "CASO O (A) SR (A) TEMHA ALGUM DANO DECORRENTE DE SUA F'AHTICIF'N;ELO MESSE
ESTUDC, O (A) SR (4) RECEBERA SUPORTE DO MEDICO RESPONSAVEL " foi substituida por "CASO
O (&) SR (A) TEMHA ALGUM DANO RELACIONADO DIRETA OU INDIRETAMENTE COM A SUA
PARTICIPAGAD NESSE ESTUDO, O (A) SR (A) RECEBERA SUPORTE DO MEDICD RESPONSAVEL.. "
Mo protocolo onde estava "CASO SEJAM COMPROVADOS QUAISQUER DANOS DIRETAMENTE
RELACIOMNADOS", agora |& se "CASO OCORRAM QUAISQUER DANOS RELACIOMADOS
DIRETAMENTE OU INDIRETAMENTE AOQS PROCEDIMENTOS. "

AMALISE: Pendéncia atendida.

b)Ma pagina § de 8, |8-se: "Nome da pessoa que realizouw a discussdo do TCLE (letra legivel)". O
Investigador Principal, ao assinar o TCLE, garante ao Sujeito de Pesguisa em seu nome € no do
Fatrocinador & da Ingtiruigin:- de Pesquisa, todos os direitos elencados no documento. Mio cabe assinar o
TCLE na qualidade de "PESS0& QUE REALIZOU A DISCUSSAO DO TCLE". Assim sendo, solicita-s= que
seja identificado unicamente come PESQUISADOR.

RESPOSTA: Modificagio realizada

AMALISE: Pendéncia atendida.

c}Ma pagina B de 6. constam as informagdes do CEP. Solicita-se que sejam inclusos no TCLE
uma breve descrigio do que & o CEP, qual sua fungie no estude e seu horario de funcionamento.
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RESPOSTA: Modificago realizada. Ver dltima pagina do TCLE, em "COMITE DE ETICA EM PESQUISA
DO IPEC - FIOCRUZ".
ANALISE: Pendéncia atendida.

Contnuaclo oo Parecer: 439.001

d)Salicita-se informar que a rubrica do sujeito de pesquisa, bem como do pesquisador, foi cbtida nas demais
folhas do TCLE. considerando-se a proteg3o do sujeito.

RESPOSTA: Modificacdo realizada. Antes das assinaturas, |&-se "SERA TAMBEM NECESSARIO QUE

O (A) SR (A) E O PESQUISADCOR RUBRIQUEM TODAS AS PAGINAS DESTE TERMO, ASSEGURANDO
AINDA MAIS A SUA PROTECAO".

ANALISE: Pendéncia atendida.

e)As paginas de assinaturas devem estar inseriklas dentro do TCLE e n3o isoladamente, como se encontra.
Solicita-se adequac3o.

RESPOSTA: Formatagdo corngida.

ANALISE: Pendéncia atendida.

fiNo inicio da pg. 4 do TCLE lé-se na primeira frase "O (3) Sr (3) sera n3o tera despesas decormentes da sua
participacdo no estudo” onde consta a palavra "serd" fora do contexto. Retirar a palavra do texto.
RESPOSTA: Palavra retirada.

ANALISE: Pendéncia atendida.

4-Consta no TCLE: "O (a) Sr (a) esta sendo convidado a participar desse estudo porque sendo soropositivo
para o HIV, tem uma chance grande de ter tuberculose agora ou desenvolver tuberculose apds comegar a
tratar o HIV ou mesmo ter sintomas que parecem ser do HIV, mas podem ser da tuberculose". Tal afirmacdo
pode causar desconforto no candidato a participante de pesquisa. Solicita-se substituir por "pessoas com
HIV positivo e com a imunidade baixa tém um risco aumentado de desenvolver TUBERCULOSE".
RESPOSTA: Substituicdo feita conforme recomendado.

ANALISE: Pendéncia atendida.
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CO.MISSAO NACIONALDE
ETICA EM PESQUISA
ContnuazSo do Pamecer- 423.001

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Consideragoes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto. a Comiss3o Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, de acordo com as atribuicdes
definidas na Resolugdo CNS 488/2012, manifesta-se pela aprovacdo do projeto de pesquisa proposto.

Situag3o: Protocolo aprovado.

BRASILIA, 31 de Outubro de 2013

Assinador por:
Jorge Alves de Almeida Venancio
{Coordenador)
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